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Composic¢ao quimica e atividade inseticida do extrato aceténico de Piper
alatabaccum Trel & Yuncker (Piperaceae) sobre Hypothenemus hampei Ferrari
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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo investigar a composi¢cao quimica e avaliar a
atividade inseticida do extrato acetdnico das raizes de Piper alatabaccum sobre Hypothenemus
hampei. As raizes foram coletadas no campus da Universidade Federal de Rondénia, em Porto
Velho-RO. Dilui¢gdes de 100,0, 50,0, 25,0, 5,0 e 0,5 mg mL-' foram utilizadas para exposi¢céo na
superficie contaminada e aplicagao topica. No teste de repeléncia, utilizou-se as diluicbes de
25,0 e 100,0 mg mL-'. As avaliagdes ocorreram durante 48 horas apds a exposi¢édo ao extrato.
O extrato foi eficiente na mortalidade em aplicacao topica e superficie contaminada, ndo sendo
eficiente no efeito de repeléncia. Estes resultados apontam para o elevado potencial inseticida
do extrato de P. alatabaccum no controle de H. hampei. Identificou-se cinco compostos,
sendo trés amidas, dihydropiplartine piperovatina e piplartina, e duas flavona, 3,4°,5,5’,7
pentamethoxyflavone e 5,5’, 7-trimetoxi-3’,4’-methylenedioxyflavone.

Palavras-chave: Coffea arabica, Piperaceae, broca-do-café, repeléncia.

ABSTRACT: Chemical constituents and insecticidal activity of the crude acetonic extract
of Piper alatabaccum Trel & Yuncker (Piperaceae) on Hypothenemus hampei Ferrari.
The purpose of this work was to investigate the chemical composition and to evaluate the
insecticidal activity of the acetonic extract of Piper alatabaccum roots on Hypothenemus hampei.
Roots of P. alatabaccum were collected at the University of Ronddnia in Porto Velho-RO. Dilutions
of 100.0, 50.0, 25.0, 5.0 and 0.5 mg mL-" were used for exposition in the contaminated surface and
for topical application. For the repellence test, 25.0 and 100.0 mg mL" dilutions were used. The
evaluations occurred during 48 hours after exposure to the extract. The extract was efficient in terms
of mortality, but no repellence was observed in the bioassays. These results pointed out the high
insecticidal potential of the P, alatabaccum extract to control H. hampei. Five compounds, three amids,
piperovatine, dihydropiplartine and piplartine, and two flavones, 3’,4’,5,5’, 7-pentamethoxyflavone
and 5,5’ 7-trimethoxy-3’,4’ methylenedioxyflavone were identified.

Key words: Coffea arabica, Piperaceae, coffee berry borer, repellency.

INTRODUGAO

A cafeicultura é responsavel por grande
movimentagao de recursos financeiros no Brasil,
abrangendo a contratacdo de mao-de-obra para
a realizagao de tratos culturais, a negociagao
de grandes lotes de insumos e maquinas e a
comercializagédo do produto final (Guimaraes et al.,
2002).

Atualmente, o estado de Rondbnia é o
maior produtor de café da regiao Norte, respondendo
por cerca de 80% da produgéo, e segundo maior
produtor de café Robusta (Coffea canephora var.
Robusta) do pais, superado apenas pelo Espirito
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Santo. Rondbnia possui uma area plantada de
200.000 ha, cuja produgéo pode atingir 2 milhdes
de sacas beneficiadas; essa produgao se concentra
principalmente nas microrregides de Cacoal,
Alvorada do Oeste, Ji-Parana e Ariquemes (Santos,
2002).

A broca-do-café (Hypothenemus hampei
Ferrari) € uma praga das regides produtoras de café,
atacando frutos em qualquer estadio de maturagao,
podendo ocasionar perda total na produgéo (Barreira
etal., 1990). Os altos indices de danos deste inseto
em Rondbénia se devem, em parte, a umidades
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e temperaturas altas. Dependendo do nivel de
infestacdo, os prejuizos podem chegar a 21%,
somente pela perda de peso (Reis et al., 2002).

O uso de inseticidas convencionais para
o controle de insetos tem sido de pouca eficiéncia
entre os paises cafeicultores da América, devido a
selecdo natural de linhagens de insetos resistentes
e problemas ambientais, como a eliminagdo da
fauna benéfica, a crescente contaminagao do solo,
agua, atmosfera e seres vivos, além de danos
acidentais ocasionados pela utilizagao. Estes fatos
tém incentivado a pesquisa de métodos alternativos
para o controle de insetos praga (Bustillo, 2002).

A utilizagcao de aleloquimicos que atraem,
repelem ou interrompem o processo alimentar, com
a finalidade de proteger as culturas do ataque de
insetos, tem sido amplamente estudada. Essas
substancias tém vantagens de serem especificas
em relagédo as pragas, néo eliminando os inimigos
naturais e dificultando o processo co-evolucionario
da criagdo de resisténcia pelos insetos fitofagos
(Castro et al., 2005).

Afamilia Piperaceae é composta por grande
variedade de espécies, muitas vezes habitando a
borda ou o estrato inferior das matas. O maior género
desta familia, Piper, inclui mais de 1.000 espécies,
fazendo deste o maior género das angiospermas
basais, as chamadas paleoervas. As espécies de
Piper sao distribuidas pantropicalmente e a maioria
esta envolvida em processos de regeneragéo e
manutengao da diversidade das matas (Jaramillo
& Manos, 2001).

Devido a presenga de grande variedade
de metabdlitos secundarios, diversas espécies
do género Piper tém sido avaliadas com relagéo
ao potencial no controle de microrganismos e
insetos que acometem os sistemas agricolas.
Silva et al. (2007), demonstraram a atividade
inseticida dos extratos das folhas e raizes de P.
aduncum em adultos de Aetalion sp. (Hemiptera:
Aetalionidae). Fazolin et al. (2005), observaram o
potencial inseticida do 6leo essencial dessa mesma
espécie frente a Cerofoma tingomarianus Bechyné
(Coleoptera: Chrysomelidae), nas diluicdes de 10,
25, 50, 75, 100, 200, e 300 mg L.

Adicionalmente, Estrela et al. (2006) ao
avaliar o efeito da aplicagado topica dos dleos
essenciais de P. aduncum e P. hispidinervum sobre
a mortalidade de Sitophilus zeamais, observaram
porcentagens significativas para todas as diluigbes
avaliadas, atingindo mortalidade superior a 70%.
Estes resultados, provavelmente estéo relacionados
ao dilapiol, componente majoritario das folhas
de P. aduncum (73,97%) e ao safrol componente
majoritario de P. hispidinervum (94,72%), uma
vez que ambos ja possuem atividade inseticida
comprovado na literatura. Finalmente, Santos et al.,
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(2010) observou o potencial inseticida do extrato
acetonico das folhas de Piper hispidum Kunth
sobre Hypothenemus hampei em aplicagao tépica,
superficie contaminada e repeléncia em diferentes
diluigbes.

A espécie Piper alatabaccum Trel. e
Yunck, conhecida popularmente como “Joao
brandinho”, é encontrada na Amazoénia, e
suas raizes sao utilizadas popularmente como
anestésico local, possivelmente pela presenca
de amidas em sua composigdo quimica (Souza
&Lorenzi, 2008). Além disso, estudos recentes
mostraram a atividade larvicida dos extratos
metandlicos de P. Tuberculatum, P. alatabaccum
e 0s compostos isolados: acido 3,4,5-trimetoxy-
dihydrocinamic e dihydropiplartine; Piplartina,
piplartina-dihydropiplartine e 5,5,7-trimetoxy-3’,
4’-metilenodioxiflavone frente a A. darlingi
(Trindade et al., 2012). Sugerindo que seus
metabdlitos sejam efetivos contra outras espécies
de insetos, gerando alternativas de baixo custo
para o controle desta praga.

Desta forma, este estudo teve como
objetivo investigar a composigao quimica e avaliar
a atividade inseticida do extrato aceténico das
raizes de Piper alatabaccum sobre Hypothenemus
hampei.

MATERIAL E METODO

As raizes de P. alatabaccum foram
coletadas no campus da Universidade Federal
de Rondénia, em Porto Velho-RO. A identificacéo
botanica da espécie foi realizada no herbario do
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazénia (INPA),
onde uma exsicata encontra-se depositada sob o
numero 211711,

As raizes devidamente secas e trituradas
de P. alatabaccum (0,9 kg) foram extraidas com
acetona (3 L x 3) a temperatura ambiente. O solvente
foi destilado sob pressao reduzida fornecendo
21,0 g. Parte deste material (10,0 g) foi adsorvido
em silica gel (70,0 g) e a mistura, sob a forma de
pastilha, foi colocada em uma coluna cromatografica
e eluida com hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol. A fragéo cloroférmio (6,3 g) foi novamente
submetida a cromatografia em coluna de gel de
silica e eluida com misturas de hexano e cloroférmio
em polaridade crescente para o isolamento dos
metabdlitos secundarios encontrados neste estudo.

Nos bioensaios foram utilizados insetos
adultos de H. hampei, oriundos da criagédo estoque
da Embrapa Ronddnia, onde foram coletados em
350 frutos maduros de café, armazenados em caixas
de madeira (26 x 37 x 13 cm), acondicionadas em
gaiolas com protecao de tela de filo, a temperatura
de 25+2° C e umidade de 45%.
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Acao tépica

No Laboratério de Entomologia da Embrapa
Rondénia, os insetos foram borrifados com 0,25
mL das diluicdes do extrato em acetona a 100,0;
50,0; 25,0; 5,0 e 0,5 mg mL", utilizando-se acetona
como controle. Os insetos foram colocados em
placas de Petri de 9,0 cm de didametro, cobertas com
papel filtro. Utilizou-se dez insetos por placa, em
delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticdes. Avaliou-se a mortalidade dos insetos em
48 horas em contato com o extrato. Na avaliagdo da
mortalidade dos insetos, foram considerados vivos
os insetos que moviam qualquer parte do corpo
quando estimulados. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey.

Exposic¢ao por superficie contaminada

Foram utilizadas as mesmas solugbes do
bioensaio com aplicagao topica. Adicionou-se 1,0
mL das solugbes mencionadas acima a placas de
Petri de 9,0 cm de didmetro, contendo papel de filtro.
Apods a evaporagao da acetona, foram colocados
dez insetos por placa, em quatro repeticdes, em
delineamento inteiramente casualizado, avaliando-
se a mortalidade dos insetos durante as 48 horas
seguintes. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Efeito de Repeléncia

Frutos maduros de café sadio foram
imersos em solugao de extrato acetdnico a 25,0 mg
mL-', por um minuto, utilizando-se agua destilada
como controle. Placas de Petri de 9,0 cm de
didametro foram demarcadas com uma linha central,
sendo colocados trés frutos de café tratados com
solucao de extrato de um lado e trés frutos do grupo
controle do outro lado. Na regido central da placa,
foram inseridos os insetos. Foi avaliado o numero de
insetos que se deslocaram para cada um dos lados
de cada placa, durante os dez minutos seguintes. O
delineamento foi inteiramente casualizado com dez
insetos por tratamento e dez repetigdes (placas). O
indice de repeléncia foi calculado como indicado
por Vilallobos & Robledo (1998), R.I.= (C-T) / (C+T)
X 100, onde (C) é o numero de insetos que se
deslocavam para a area onde ha dieta controle e
(T) o numero de insetos que se deslocavam para
a area onde ha dieta contendo frutos tratados. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey.

RESULTADO E DISCUSSAO
O estudo fitoquimico do extrato acetdnico
das raizes de P. alatabaccum foi realizado no

Laboratério de pesquisa em quimica de produtos
naturais (LPQPN) da Universidade Federal de
Ronddnia (UNIR), onde levou ao isolamento
e identificacdo de trés amidas, piperovatina,
8,9-dihidropiplartina e piplartina, e duas flavonas,
5,5’,7-trimetoxi-3’,4’metilenodioxiflavona e
3,4’,5,5',7-pentametoxiflavona. As trés amidas e
a flavona 5,5’,7-trimetoxi-3’,4’'metilenodioxiflavona,
ja foram isoladas das folhas desta planta (Facundo
et al., 2005). As estruturas de todos os compostos
foram caracterizadas através dos espectros de
Infravermelho, Massas e RMN 'H e *C mono e
bidimensional envolvendo comparagao com dados
relatados na literatura e comparagdo com amostras
auténticas.

Na Tabela 1 estdo apresentados os
resultados do bioensaio em superficie contaminada,
realizado com insetos de H. hampei, em relagédo a
diferentes diluicdes do extrato de P. alatabaccum,
no periodo de 48 horas. Os resultados mostram
que o extrato utilizado foi eficiente na indugao da
mortalidade dos insetos e abre novas perspectivas
quanto a utilizagdo como inseticida no controle
biolégico de pragas. Logo na primeira hora do
experimento, observou-se um efeito significativo
do extrato, em todas as diluicdes testadas, sobre
a mortalidade dos insetos. Na primeira hora de
avaliacéo, a diluicdo de 100,0 mg mL-" atingiu
100% de mortalidade. Esses dados vao de encontro
aos experimentos de Santos et al. (2012), no qual
ressalta que a velocidade em que o extrato provoca
mortalidade pode ser de grande relevancia, uma vez
que, em condigdes de campo, o contato do inseto
com o extrato pode ser relativamente rapido

Os resultados mostraram também que,
nos demais periodos observados, a aplicagdo do
extrato causou mortalidade significativa em relagéo
ao controle. Mesmo na menor diluigao utilizada (0,5
mg mL") o extrato provocou 75% de mortalidade em
24 horas ap0s o inicio do experimento. O efeito do
extrato foi intenso até seis horas apds a aplicacgao,
estabilizando-se em seguida. Apds este periodo,
ocorreu apenas uma pequena variagao, de 5%,
na diluicdo de 0,5 mg mL-', mostrando que o efeito
residual do extrato ndo é expressivo.

Na Tabela 2 estdo apresentados os
resultados do bioensaio utilizando aplicagao tépica,
realizado com insetos de H. hampei, em relagédo a
diferentes diluicdes do extrato de P. alatabaccum,
dentro de um periodo de 48 horas. Comparando-se
as Tabelas 1 e 2, pode-se observar que, de forma
geral, a aplicagéo tépica em superficie contaminada
foi mais eficiente. A aplicagao tépica também foi
eficiente na promogéo da mortalidade dos insetos,
mas nao atingiu 100%, como ocorreu na aplicagao
em superficie contaminada. Provavelmente, isto esta
relacionado a capacidade de retengao do papel de
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TABELA 1. Efeito de diferentes diluicdes do extrato acetdnico de raizes de P. alatabaccum sobre a mortalidade
(%) de insetos de H. hampei, em superficie contaminada, durante 48 horas.

Diluigcbes (mg mL-1)

Mortalidade (%)

Tempo (horas)

1 2 3 4 5 6 24 48
Controle of Oe of Oe 0d 0d 5d 5d
0,5 mg mL" 35e 40d 40 e 55d 70 c 70 c 75 ¢ 75 ¢
5,0 mg mL" 45d 55¢ 55d 65¢c 80b 85b 85b 85b
25,0 mg mL* 55¢ 60 c 65¢c 80b 85b 85b 85b 85b
50,0 mg mL-! 75b 80b 85b 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a
100,0 mg mL-" 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a

*Letras diferentes indicam diferengas significativas, dentro de cada coluna, com 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

filtro, que proporcionou um contato mais prolongado
dos insetos com as diluigdes do extrato. Porém, a
aplicacéo topica também foi eficiente, promovendo
até 95% de mortalidade na diluicdo de 100,0 mg
mL-'. Da mesma forma que ocorreu no bioensaio em
superficie contaminada, logo na primeira hora pode-
se observar que houve efeito significativo do extrato,
em todas as dilui¢des testadas, em comparagdo com
o controle do experimento.

Resultados semelhantes foram obtidos
por Santos et al., (2010), avaliando a atividade do
extrato das acetdnico das folhas de Piper hispidum
sobre H. hampei em superficie contaminada e agéao
tépica nas concentragdes de 25, 5, 0.1, 0.02, 0.004,
0.0008 mg mL-", obteve 100% de mortalidade com a
maior concentragdo em 24 horas de experimento em
superficie contaminada e 60% em aplicacao topica.

Estrela et al. (2006) ao avaliar o efeito da
aplicagao topica dos 6leos essenciais de P. aduncum
e P. hispidinervum sobre a mortalidade de Sitophilus
zeamais, em condicdes semelhantes a esse
trabalho, observaram porcentagens significativas
para todas as diluicdes avaliadas, atingindo

mortalidade superior a 70%.

Lima (2006) estudou a atividade inseticida
do extrato etandlico de sementes de Pachira
aquatica sobre H. hampei em aplicagédo topica e
superficie contaminada, verificando, em trés horas,
33% de mortalidade, e 62% em 24 horas, nas
diluicdes de 5 e 25,0 mg mL-".

Portando, conforme os resultados
observados neste trabalho, e de acordo com a
literatura, a metodologia de aplicagdo mais eficiente
para toxidade em insetos adultos, é a contaminagao
por superficie, onde, porém pode ser atribuida a
novos testes em condigdes naturais de pré-campo
e campo.

No bioensaio para repeléncia, em termos
gerais, nao foi obtido resultado positivo. Apenas foi
possivel identificar repeléncia no primeiro minuto,
obtendo-se um indice de repeléncia igual a 103.
De acordo com Villalobos & Robledo (1998), podem
ser consideradas repelentes substancias cujo indice
esta acima de 50. Porém, apds cinco e dez minutos,
se obteve indices de 5,88 e 17,24, respectivamente,
0 que demonstra que o extrato nao foi eficiente como

TABELA 2. Efeito de diferentes diluicbes do extrato acetdnico de raizes de P. alatabaccum sobre a mortalidade
de insetos de H. hampei, em aplicagao topica, durante 48 horas.

Diluicdes (mg mL-1)

Mortalidade (%)

Tempo (horas)

1 2 3 4 5 6 24 48
Controle Oe Oe Oe 5e 5e 10 f 15e 15d
0,5 mg mL-" 10 cd 15¢c 15¢c 25 bc 30c 40 cd 55d 80c
5,0 mg mL- 5d 5d 10d 20 cd 30c 35de 55d 80c
25,0 mg mL* 5d 5d 10d 15d 15d 30e 60 c 85 bc
50,0 mg mL-! 15 be 40 a 50 a 60 a 70 a 80b 85b 90 ab
100,0 mg mL-" 25a 30b 35b 60 a 65b 90 a 90 a 95 a

*Letras diferentes indicam diferengas significativas, dentro de cada coluna, com 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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repelente para H. hampei.

Sao muitos os estudos fitoquimicos
realizados em varias espécies do género Piper,
demonstrando a presenca de uma diversidade
de metabdlitos secundarios, incluindo alcaldides,
amidas, propenilfendis, ligninas, neoligninas,
terpenos, esteroides, kawapirenos, chalconas,
dihidrochalconas, flavonas e flavononas (DYER
2004). Dentre estes, destacamos as amidas
como possivel indicador da atividade inseticida do
extrato acetdnico das folhas de P. alatabaccum
evidenciada neste trabalho. Entretanto, séo
necessarios novos estudos com as substancias
isoladas, para comprovar esta agado, assim como
experimentos envolvendo outros organismos, como
os inimigos naturais de H. hampei (Cephalonomia
sp. € Beauveria bassiana, atualmente utilizados no
controle bioldgico desta praga).
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